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Cyanidtolerante Nitrilhydratasen 

Die Erfindung betrifft cyanidtolerante Nitrilhydratasen aus 
Pseudomonas putida- und Pseudomonas marginal is- Stammen, 
die eine erhohte Cyanidtoleranz aufweisen und ihre 
5 Verwendung zur Herstellung von Ami den aus Nitrilen in 
Gegenwart von Cyaniden. 

Die Umsetzung von a-Hydroxynitrilen (Cyanhydrinen) und a- 
Aminonitrilen zu den entsprechenden Ami den mittels 
Nitrilhydratasen eroffnet eine neue Synthesevariante zu a- 

10 Hydroxys aur en und a-Aminosauren , da a- Hydroxy- und a- 

| Aminoamide auf einfache Weise verseift werden konnen 

(Process and catalysts for the production of methionine. 
P one eb lane , Herve; Rossi, Jean-Chris tophe; Laval , Philip; 
Gros, Georges. ( Rhone- Poulenc Animal Nutrition SA, Fr.), 

15 (WO 2 001060789) . Allerdings zerf alien a-Hydroxynitrile und 
a-Aminonitrile leicht zu Aldehyden und Blausaure bzw. 
Aldehyden, Blausaure und Ammoniak. Die entstehende 
Blaus&ure ist ein starker Inhibitor fur fast alle bekannten 
Nitrilhydratasen, mit Ausnahme der' Nitrilhydratase aus 

20 Rhodococcus equi XL-1, die bei 20 mM Cyanid den bisher 

geringsten bekannten Aktivitatsverlust zeigt. (Production 
of amides from nitriles by Rhodococcus equi cells having a 

| cyanide resistant-nitrile hydratase.' Nagasawa, Tohru; 

" Matsuyama, Akinobu. (Daicel Chemical Industries, Ltd., 

25 Japan), (EP 1 266 962 A). 

Die geringe Produktivitat von ca. 8 g Amid pro g 
Biotrockenmasse der Ruhezellen, die lange Reaktionszeit von 
43 Stunden und die relativ geringe Produktkonzentration von 
75 g/L fuhren zur Suche nach verbesserten Nitrilhydratasen. 

3 0 Das Ziel der hier beschriebenen Erfindung ist deshalb einen 
Biokatalysator zur Verfiigung zu stellen, der nicht diesen 
Einschrankungen unterliegt. Ausserdem ist eine noch hohere 
Toleranz des Biokatalysators gegenuber Cyanid vorteilhaft, 
da a-Hydroxynitrile und a-Aminonitrile zur Gewahrlei stung 
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einer schnellen und vol 1 standi gen Umsetzung des Aldehyds 
bevorzugt mit einem 1-3 %-igen Uberschuss an Blausaure 
hergestellt werden, der zum Teil im Produkt verbleibt. 
Somit konnen wahrend der Biotransformation 
5 Cyanidkonzentrationen auftreten, die 2 0 mM ubersteigen. 

Nebenprodukte und Reagentien wie als Hilfsbasen eingesetzte 
Amine diirfen die Nitrilhydratase-Aktivitat ebenfalls nicht 
inhibieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es, Nitrilhydratasen 
10 bereitzustellen, die gegeniiber Cyanidionen bei der 

Umsetzung von Nitrilen zu Ami den eine erhohte Stabilitat 
aufweisen. 

Gegenstand der Erfindung ist 

1) ein Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Ami den 
15 aus Nitrilen, das folgende Schritte aufweist: 

a) Umsetzung einer Nitrilgruppen enthal t enden 
Verbindung mit einem mikrobiellen Enzym, das 
Nitrilhydratase-Aktivitat aufweist und 

b) Abtrennung des gebildeten Amids, wobei man 

k 20 c) fur die Umsetzung ein Enzym einsetzt, dessen 

Restaktivitat nach der Umsetzung von 
Methacrylnitril in- Gegenwart von 2 0 mM (mM = 
mmol/1) Cyanidionen bei 2 0°C nach 3 0 min. 
mindestens 90 % der Restaktivitat des Enzyms 
25 betragt, das unter ansonsten denselben 

Bedingungen in Abwe senile it von Cyanidionen 
eingesetzt wurde, 

2) ein Verfahren gemaS 1), dadurch gekennzeichnet , dass 
die Restaktivitat nach der Umsetzung in Gegenwart von 

3 0 50 mM Cyanidionen mindestens 60 % betragt, 
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3) ein Verfahren gemail. 1) oder 2), dadurch 
gekennzeichnet, dass man das Enzym produzierende und 
enthaltende Mikroorganismen oder deren Lysat einsetzt. 

4) ein verfahren gemaiS. 3), dadurch gekennzeichnet, dass 
5 man ruhende Zelle des Mikroorganismus einsetzt, 

5) ein Verfahren gemaE 1) oder 2), dadurch 
gekennzeichnet, dass man das gereinigte Enzym 
einsetzt , 

6) ein Verfahren gemafc 1) bis 5), dadurch gekennzeichnet, 
10 dass das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung 

Ps eudomonas stammt, 

7) ein Verfahren gemaS 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas 
stammt, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 und 

15 DSM 16276, 

ein verfahren gema£ einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 7), dadurch gekennzeichnet, dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formeln 



8) 



20 



25 



R 1 



X 




R CN 



(I) 



einsetzt, in der bedeuten: 

X: OH, H, Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen, NH 2 

r : H, gesattigter Alkylrest mit 1 bis 12 C-Atomen, 

verzweigt oder unverzweigt, gegebenenf alls NH 2 - 

substituiert 

ungesattigte Alkylreste mit einer Doppelbindung 



061 BT 



4 



und 1 bis 12 C-Atomen, verzweigt oder 
unverzweigt, Cycloalkylgruppen mit 3 bis 6 C- 
Atomen, 

mit Alkyl thiogruppen substituierte 
Alkylenreste, wobei Alkyl hier einem d bis C 3 - 
Rest 

und Alkylen einem zweiwertigen C 3 bis C 8 -Rest 
entspricbt , 

R <. H , wenn R kein H bedeutet, Alkyl mit 1 bis 3 
C-Atomen, 

r«: ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 
bis 12 C-Atomen, gegebenenf alls substituiert mit 
einer oder zwei Alkyl gruppen (Ci - C 3 ) , Cl, BR,F 
substituiert , 

einwertiger Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Amiden umsetzt, 

ein Verfahren gemaE 8), dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine Verbindung der allgemeinen Formel(I) in 
Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt , 

3) ein Verfahren gemafc 9), dadurch gekennzeichnet , dass 
man die Umsetzung in Gegenwart von 0 , 1 mol% Cyanid bis 
3 mol% Cyanid bezogen auf das eingesetzte Nitril 
durchfuhrt, bevorzugt > 2 bis 3 mol% . Dies entspricbt 
bei 1 mol Endkonzentration bei 3 mol% 30 mMol Cyanid, 

1) ein Verfahren gema£ einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10), dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 
Methioninnitril einsetzt, 

2) ein Verfahren gemaS einem oder mehreren der Punkte 1) 
bis 10), dadurch gekennzeichnet, dass man als Nitril 
2-Hydroxy-4-methylthiobutyronitril einsetzt . 

Bevorzugt setzt man ein Reaktionsgemisch ein, wie man 
es erhait , wenn man Blausaure, 3- 
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Methylthiopropionaldehyd in Gegenwart einer Hilfsbase 
wie z.B. Triethylamin nach dem Stand der Technik 



umsetzt . 



Es kann ohne Aufreinigung eingesetzt we r den . 



5 



Dies weist auf die zusatzliche Stabilitat der 
erf indungsgemaSen Enzyme gegenuber Aldehyden und 
Aminen hin. 



10 



13) 



Ein Verfahren, bei dem man als Vorstufe fiir 
Methacrylamid 2-Hydroxy-2-methylpropionitril , 
einsetzt . 



14) Die Erfindung ist ebenso ausgerichtet auf isolierte 
und gereinigte Mikroorganismen der Gattung 
Pseudomonas, hinterlegt unter den Nuramern DSM 16275 
(MA32, Pseudomonas marginal is) und DSM 16276 (MAI 13 , 



15) Nitrilhydratase, isoliert aus den Stammen der Gattung 
Pseudomonas, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 
und DSM 1627 6. 

Die Hinterlegung erfolgte am 09.03.2004 bei der DSMZ , 
2 0 Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen in 
Braunschweig, nach dem Budapester Vertrag . 

Diese Stamme sind geeignet, die erf indungsgemaSen Enzyme zu 
produzieren. 

„Isolierte und gereinigte Mikroorganismen w betrifft 
25 Mikroorganismen, die in einer hoheren Konzentration als 
naturlich zu finden vorliegen. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenso ein Verfahren zur 
Herstellung einer cyanidtoleranten Nitrilhydratase, bei dem 
man 



15 



Pseudomonas putida) , und 
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a) einen diese Nitrilhydratase produzierenden 
Mikroorganismen, insbesondere der Gattung Pseudomonas 
marginalis oder Pseudomonas putida, unter Bedingungen 
fermentiert, dass sich das Enzym in dem 

5 Mikroorganismus bildet, 

b) fruhestens nach dem Durchlaufen der logarithmischen 
Wachstumsphase die Zellen erntet und 

c) entweder den das Enzym enthaltenden Mikroorganismus 
als ruhende Zellen, gegebenenf alls nach der Erh.6h.ung 

10 der Permeabilitat der Zellmembran oder 

d) das Lysat der Zellen oder 

e) das aus den Zellen des Mikroorganismus mit bekannten 
MaSnahmen isolierte Enzym 

zur Umwandlung von Nitrilen in Amide einsetzt. 

Das zu verwendende Kulturmedium muss in geeigneter Weise 
den Anspriichen der jeweiligen Stamme genugen . 
Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch xx Manual of Methods for 
General Bacteriology" der American Society for Bacteriology 
(Washington D.C. , USA, 1981) enthalten. 

Als Kohlenstof fquelle konnen Zucker und Kohlehydrate wie 
z.B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, 
Melasse, Starke und Cellulose, Ole und Fette wie z.B. 
Sojaol, Sonnenblumenol , ErdnuSol und Kokosfett, Fettsauren 
wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure, 
Alkohole wie z.B. Glycerin und Ethanol und organische 
Sauren wie z.B. Essigsaure verwendet werden. Diese Stoffe 
konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. 

Als Stickstoffquelle konnen vorteilhaft organische Nitrile 
3 0 oder Saureamide wie Acetonitril, Acetamid, 

Methacrylnitrile, Methacrylamid, Isobutyronitril , 



15 




25 
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Isobutyramid oder Harnstoff auch in Kombination mit anderen 
Stickstof f haltigen Verbindungen wie Peptone, Hef eextrakt , 
Fl ei s chextr akt , Mai zext r akt , Mai s quel 1 was s er , 
So jabohnenmehl und oder anorganische Verbindungen wie 
5 Ammoniumsulf at , Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat , 

Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stickstof f quell en konnen einzeln oder als Mischung 
verwendet werden. 

Als Phosphorquelle 'konnen Phosphor saure, Kaliumdihydrogen- 
phosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat oder die 
entsprechenden Natrium-haltigen Salze verwendet werden. Das 
Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen enthalten 
wie z.B. Magnesiumsulf at oder Eisensulfat, die fur das 
Wachstum notwendig sind. SchlieSlich konnen essentielle 
Wuchsstoffe wie Aminos aur en und Vitamine zusatzlich zu den 
oben genannten Stoffen eingesetzt werden. Die genannten 
Einsatzstof f e konnen zur Kultur in Form eines einmaligen 
Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der 
Kultivierung zugefiittert werden. 

Zur pH-Kontrolle der Kultur werden basische Verbindungen 
wie Natriumhydroxid, Kal iumhydr oxid , Ammoniak bzw. 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphors aure 
oder Schwef elsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung Konnon Antischaummittel wie 
z.B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt werden. Um aerobe 
Bedingungen auf rechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder 
Sauerstoff haltige Gasmischungen wie z.B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Tempera tur der Kultur liegt 
normalerweise bei 10°C bis 40°C und vorzugsweise bei 10°C 
bis 3 0°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt, bis sie die 
logarithmische Wachs tumsphase durchschritten hat. Dieses 
Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 70 
Stunden erreicht. Im Anschluss daran werden die Zellen 
bevorzugt geerntet, gewaschen und in einem Puffer als 
Suspension bei einem pH-Wert von 6-9, insbesondere von 6,8 





25 



30 
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bis 7,9 aufgenommen. Die Zellkonzentration belauft sich auf 
1-25%, insbesondere 1,5 bis 15% (Feuchtgewicht/v) . Die 
Permeabilitat kann mit physikalischen oder chemischen 
Methoden so, z. B. mit Toluol wie bei Wilms et al . , J. 
Biotechnol . , Vol. 86 (2001), 19-30 beschrieben, erhoht 
werden, dass das umzuwandelnde Nitril die Z ellwand 
durchdringen und das Amid austreten kann. 

Folgende Nitrile werden bevorzugt umgesetzt : 

gesattigte Mononitrile: 
10 Acetonitril, Propionitril , Butyronitril, Isobutyronitril , 
Valeronitril, Isovaleronitril , Carpronitril 

gesattigte Dinitrile: 

Malonitril , Succinonitril , Glutarnitril , Adiponi tril 

aromatische unsubstituierte und substituierte Mono- und 
15 Dinitrile: 

Benzonitril , 2 , 6-Dif luorBenzonitril , Phthalonitril , 
Isophthalonitril , Terephthalonitril , 

a-Aminonitrile : 

a-Aminopropionitril , a-Aminomethylthiobutyronitril , a- 
2 0 Aminobutyronitril , Aminoacetonnitril , alle von naturlichen 
Aminosauren abgeleitete Nitrile, a-Amino-3 , 3- 
dimethylpropionitril a-Amino~2 , 3-dimethylpropionitril 



Nitrile mit Carboxyl-Gruppen: 
25 Cyanessigsaure 

|3-Aminonitrile : 
Amino-3 -propionitril 

ungesattigte Nitrile: 

Acrylnitril , Methacrylonitril , Allylcyanid, Crotononnitril 
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a-Hydroxynitrile : 

a-Hydroxy-n-propionitril , a-Hydroxy-n-butyronitril , a- 
Hydroxy-isobutyronitril , a-Hydroxy-n-hexyronitril , a- 
Hydroxy-n-heptyronitril , a-hydroxy-n-octyronitril , a, y~ 
5 Dihydroxy-p , P~dimethylbutyronitril , Acroleincyanohydrin, 
Methacrylaldehyd cyanohydrin, 3-Chlorolactonitril , 4- 
Methylthio-a-hydroxybutyronitril und a-Hydroxy-a- 
phenylpropionyl . 

Die Konzentration der umzusetz enden Nitrile in der 
10 Reakt ions 16 sung ist nicht auf bestimmte Bereiche begrenzt . 

| Urn eine Inhibierung der Enzymaktivitat durch das Subs t rat 
su vermeiden, halt man die Konzentration des Nitrils im 
allgemeinen auf 0,02 bis 10 w/w% , insbesondere 0,1 bis 
2 w/w%, bezogen auf die Menge des Biokatalysators als 

15 getrocknete Zellmasse. Das Substrat kann zu Beginn der 
Umsetzung insgesamt oder im Verlauf der Umsetzung 
kontinuierlich oder diskontinuierlich zugesetzt werden. 

Die Bestimmumng des Trockengewichts erfolgt mit dem 
Moisture Analyser MA 45 (Sartorius) . 

2 0 Wenn die Loslichkeit der Nitrilverbindung in dem wassrigen 

Reakt ions system zu gering ist, kann ein Losungsvermittler 
| zugesetzt werden. 

Die Reaktion kann aber alternativ auch in einem 
Zweiphasensystem Wasser/organische Dosungsmittel 
25 durchgefuhrt werden. 

Bei der Verwendung von Zellen des Mikroorganismus als 
enzymatisch. aktivem Material, ist die Menge der 
eingesetzten Zellen im Verh&ltnis zur Substratmenge 
bevorzugt 0,02 bis 10 w/w% als getrocknete Zellmasse. 

3 0 Es ist auch moglich, das isolierte Enzym nach allgemein 

bekannten Techniken zu immobilisieren und in dieser Form 
dann einzusetzen. 
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Die Reaktion wird im allgemeinen bei Temperaturen von -5°C 
bis 50°C, insbesondere 0°C bis 30°C, und einer Zeitdauer 
von 0,1 bis 100 Stunden durchgef iihrt . 

Der einzuhaltende pH-Wert des Reaktionsgemisch.es ist so 
5 lange nicht auf bestimmte Werte begrenzt, wie die 

enzymatische Aktivitat nicht beeintrachtigt wird. Nach der 
Umsetzung kann das gebildete Amid aus der Reaktionslosung 
wie bekannt abgetrennt und gereinigt werden. 

Beispiele 

10 Beispiel 1 

Anzuchtbedingungen 

Die Vorkulturen wurden innerhalb von 24 h unter Schiitteln 
bei 3 0°C in einem Volumen von 5 ml in Glasrohrchen 
angezogen. Mit 1 ml der Vorkultur warden 100 ml der 
15 Hautkultur angeimpft und 42 h bei 25 °C in einem 

Erlenmeyerkolben mit einem Ges am tvo lumen von 1000 ml 
geschuttelt . 



Medium fur die Vorkultur (pH 7 


,0) 


K 2 HP0 4 


7 g 




KH2PO4 


3 g 




Na-citrat 


0,5 g 




Glycerin 


2 g 




FeS04 * 7 H 2 0 


0,004 g 




MgS04 * 7 H 2 0 


0.1 g 




Acetamid 


2 g 




Spur ens al z 1 6 s ung 


0,1 ml 




Demineralisiertes 
Wasser 


Ad, 1000 


ml 
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Medium fur die Hauptkultur (pH 


7,0) 


XV2- I -1' 1 - ^4 


7 g 




x\.ri2 ^4 


3 g 




*kt ?i t r i urn c i t r a t 


0,5 g 




Glycerin 


2 g 




FeS04 * 7 H 2 0 


o . 004 g 




MgS04 * 7 H 2 0 


o.i g 




Acetamid 


10 g 




Spur ens al z 1 Ssung 


0,1 ml 




Demineralisiertes 


Ad. 1000 


ml 


Wasser 








[spur ens al z 1 6 sung 


EDTA, Na 2 * 2 H 2° 


158 mg 




|Na 2 Mo0 4 * 2 H 2 0 


4,7 mg 




ZnS0 4 * 7 H 2 0 


70 mg 




|MnS0 4 * 4 H 2 0 


18 mg 




|FeS0 4 * 7 H 2 0 


16 mg 




CuS0 4 * 5 H 2 0 


4,7 mg 




|coS0 4 * 6 H 2 0 


5,2 mg 





j Demineralisiertes 
Wasser 



Ad* 1000 ml 
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Beispiel 2 

Isolierung und I dent if izierung der Mikroorganismen 

Die beiden Starnme MA32 und MA113 warden durch Bestimmung 
der Nitrilhydratase-Aktivitat der Ruhezellen in Gegenwart 
von 2 mM Kaliumcyanid selektiert. 




10 



15 



E i gens cha f t en von MA32 

Zellf orm 

Breite 

Lange 

Bewegl i chkei t 
GeiSeln 

Gr am-Reakt i on 

Lyse durch 3% KOH 

Aminopeptidase (Cerny) 

Oxidase 

Katalase 



Stabchen 
0,6 - 0,8 pm 
1,5 - 3,0 p 



polar > 1 



+ 



2 0 Wachstum bei 41 °C 




Subs t r atverwer tung 
Adipat 
Citrat 

2 5 Malat 
Phenyl acetat 
D-Glucose 
Maltose 
Mannitol 

3 0 Arabinose 

Mannose 
Trehalose 
Sorbitol 
Erythrol 
3 5 Citraconat ■ 

Inositol 



+ 
+ 



+ 
+ 
+ 

+ 
+ 



40 



ADH 
Urease 

Hydrolyse von Gelatine 
Hydro lyse von Esculin 



+ 
+ 



040061 BT 



13 



Levari aus Saccharose 
Denitrif ication 
Lecithinase 



10 




Fluoreszens + 
Pyocyanin 

Das Profil der zellularen Fettsauren ist typisch fur die 
Gruppe I der Pseudomonaden 

Die Analyse eines 484 bp langen Abschnitts der 16S rRNA 
ergab eine 100%-ige Ubereinstirnmung mit der Sequenz von 
Pseudomonas marginal is 

Unter Beriicksichtigung aller Daten konnte MA32 als 
Pseudomonas marginal is identif iziert werden . 



2 0 Eigenschaf ten von MA113 

Zellf orm 

Breite 

Lange 



25 



Beweglichkeit 
GeiSeln 

Gram- Reakt ion 

Lyse durch 3% KOH 

Aminopeptidase (Cerny) 

Oxidase 

Katalase 



Stabchen 
0,6 - 0,8 p 
1,5 - 3,0 p 



polar > 1 



+ 
+ 



35 



40 



45 



Wachstum bei 41 °C 

Subs t ra tverwer tung 
Adipat 
Citrat 
Mai at 

Phenylacetat 

D-Glucose 

Maltose 

Mannitol 

Arabinose 

Mannose 

Trehalose 

Inositol 



+ 
+ 

+ 
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P-Alanin + 

a-Ketoglutarat + 

Benzyl amin + 

Hippurat + 

Azelat + 

D-Mandelat + 

ADH + 
Urease 

Hydrolyse von Gelatine 
Hydro lyse von Esculin 

Levari aus Saccharose 

Denitrif ication 

Lecithinase 



20 Fluoreszens 
Pyocyanin 



,15 



25 



Das Profil der zellularen Fettsauren 1st typisch fur die 
Gruppe I der Ps eudomonaden 

Die Analyse eines 47 6 bp langen Abschnitts der 16S rRNA 
ergab eine 100%-ige Ubereinstimmung rait der Sequenz von 
Psaudomonas putida 

30 Unter Berucksichtigung aller Daten konnte MA32 als 
Pseudomonas putida identif iziert werden. 



Beispiel 3 

Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 

3 5 Die Zellen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben angezogen, 
durch Zentrifugation vom Kulturmedium abgetrennt und im 
Standardpuf fer (50 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 7,5) 
resuspendiert . 50 ]xl dieser Zellsuspension wurden zu 700 p.1 
des Standardpuf fers gegeben und zum Starten der Reaktion 

40 mit 2 50 ]il einer 2 00 mM Losung des Nitrils in 

Standardpuf fer versetzt. Die Konzentration der Zellen in 
der Zellsuspension war hierbei so bemessen, daiS das Nitril 
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nach 10 min foei 20°C zu 5-30 % umgesetzt war. Nach 10 min 
bei 2 0°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 0 p.1 
halbkonzentrierter Phosphor saure abgestoppt und die Zellen 
wurden durch. Zentrif ugation abgetrennt . 



HPLC-Analytik 


Saule 


Intersil ODS-3V (GL Sciences Inc.) 


Mobile 
Phase 


Gemisch. aus 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2,3 
und Acetonitril im Verhaltnis 85:15 fiir 
Methioninnitril, MHA-Nitil und 
Acetoncyanhydrin bzw. 99:1 £tir alle anderen 
Substrate 


FluSrate 


1 ml /min 


Detektion 


UV bei 200 nm 


Die Aktivitat von einem U ist definiert als die Menge an 



Enzym, die 1 umol Methacrylnitril in einer Minute zum Amid 
umsetzt . Entstand neben dem Amid auch die Saure, wurde ein 
U definiert als die Menge an Enzym, die 1 pmol 
Methacrylnitril in einer Minute zu Amid und Saure umsetzt. 



10 In Abbildung 1 und Abbildung 2 wird die relative Aktivitat 
der Stamme MA32 und MA113 dargestellt. 

Beispiel 4 

EinfluS von Cyanid auf die Aktivitat der Nitrilhydratase 

50 ]il einer analog zu Beispiel 3 hergestellten 
15 Zellsuspension wurden zu 700 yil des Standardpuf f ers 
gegeben, der 0; 21,4; 53,6 und 107,1 mM Kaliumcyanid 
enthielt (Endkonzentration 0, 20, 50, 100 mM Cyanid. Zum 
star ten der Reaktion wurden 2 00 p.1 einer 200 mM Losung des 
Nitrils im Standardpuf fer zugesetzt, der jeweils die selbe 
2 0 Cyanidkonzentration aufwies wie die ubrige Reaktionslosung. 
Die Konzentration der Zellen in der Zellsuspension war 
hierbei so bemessen, da£ das Nitril im Ansatz ohne Cyanid 
nach 10 min bei 20°C zu 16 % umgesetzt war. Nach 10 min bei 
20°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 p.1 
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halbkonzentrierter Phosphorsaure abgestoppt und der Umsatz 
wurde analog zu Beispiel 2 bestiirant. 

In Abbildung 3 und Abbildung 4 warden die relativen 
Aktivitaten fur die Umsetzung von Methacrylnitril in 
5 Abhangigkeit von der Cyanidkonzentration wiedergegeben . 

Beispiel 5 

Umsetzung von Acetoncyanhydrin mit Pseudomonas marginalis 
MA32 und Pseudomonas putida MA113 Ruhezellen 

Pseudomonas marginalis MA32 und Pseudomonas putida MA113 
Zellen wurden wie in Beispiel 1 beschrieben angezogen und 
abzentrif ugiert . Eine solche Menge der Zellen, die 1,16 g 
Biotrockenmasse enthielt, wurde mit 50 mM 
Kaliumphosphatpuf f er pH 8,0 auf ein Endvolumen von 50 ml 
verdiinnt . Zusatzlich wurden dem Reaktionsgemisch 0,02 mM 2- 
Methyl-l-propanboronsaure zugesetzt. Frisch destilliertes 
Acetoncyanhydrin wurde bei 4°C unter heftigem Riihren 
kontinuierlich mit einer solchen Rate zugegeben, daS die 
Konzentration wahrend der Reaktion 5 g/L zu keinem 
Zeitpunkt ilberschritt. Der pH wurde konstant bei 7,5 
gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde mittels HPLC wie in 
Beispiel 3 beschrieben durchgef iihrt . Nach 140 min waren 
10,0 g des Nitrils vollstandig zu 10,7 g Amid und 1,4 g 
Saure umgesetzt worden. 

In Abbildung 5 und Abbildung 6 wird der mit den Stamen 
25 MA113 und MA31 erzielte zeitliche Reaktionsablauf 
dargestellt . 

Beispiel 6 

Umsetzung von rohem MHA-3SFitril mit Pseudomonas marginalis 
MA32 Ruhezellen 

30 Pseudomonas marginalis MA32 Zellen wurden wie in Beispiel 1 
beschrieben angezogen und abzentrif ugiert . Eine solche 
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Menge der Zellen, die 0,34 g Biotrockenmasse enthielt, 
wurde mit 50 mM Kaliumphosphatpuf f er pH 8,0 auf ein 
Endvo lumen von 7 0 ml verdunnt . Zusatzlich wurden dem 
Reaktionsgemisch 0,02 mM 2 -Methyl - 1 -propanborons aure 
5 zugesetzt. Das rohe MHA-Nitril wurde bei 4°C unter heftigem 
Ruhren kontinuierlich mit einer solchen Rate zugegeben, daS 
die Konzentration wahrend der Reaktion 10 g/L zu keinem 
Zeitpunkt uberschritt. Der pH wurde konstant bei 8,0 
gehalten. Die Reaktionsverf olgung wurde mittels HPLC wie in 
10 Beispiel 2 beschrieben durchgef uhrt . Nach 510 min waren 

10,05 g des Nitrils vollstandig zu 11,13 g Amid und 0,31 g 
Saure umgesetzt worden. Das entspricht einer 
Endkonzentration von 139 g Amid pro Liter. 

Das MHA-Nitril war direkt aus 3 -Methyl thiopropionaldehyd 
15 und einem leichten Uberschuss an Blausaure hergestellt 
worden. Eine 50 mM Losung dieses MHA-Nitrils in Wasser 
enthielt 0,5 mM Cyanid (Spektroquant®, Merck) . 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur enzymatischen Herstellung von Amiden aus 
Nitrilen, das folgende Schritte aufweist: 

a) Umsetzung einer Nitrilgruppen enthal t enden 

5 Verbindung mit einem mikrobiellen Enzym f das 

Nitrilhydratase-Aktivitat aufweist und 

b) Abtrennung des gebildeten Amids, wobei man 

c) filr die Umsetzung ein Enzym einsetzt , dessen 
Restaktivitat nach der Umsetzung von 

10 Methacrylnitril in Gegenwart von 2 0 mM Cyanidionen 

bei 20°C nach 3 0 min. mindestens 9 0 % der 
Restaktivitat des Enzyms betragt, das unter 
ansonsten denselben Bedingungen in Abwesenheit von 
Cyanidionen eingesetzt wurde. 

15 2) Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 

dass die Restaktivitat nach der Umsetzung in Gegenwart 
von 50 mM Cyanidionen mindestens 60 % betragt. 

3) Verfahren gemaS den Anspriichen 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass man das Enzym produzierende und 

20 enthaltende Mikroorganismen oder deren Lysat einsetzt. 

4) Verfahren gemafi Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass man ruhende Zelle des Mikroorgani sinus einsetzt. 

5) Verfahren gemaS den Anspriichen 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass man das gereinigte Enzym 

25 einsetzt. 

6) Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym aus 
Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas stammt. 



7) 

30 



Verfahren gemaS Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Enzym aus Mikroorganismen der Gattung 
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Pseudomonas stammt, hinterlegt unter der Nummer 
DSM 16275 und DSM 16276. 

8) Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet , dass man Verbindungen 
der allgemeinen Formel 




(I) 

R*-CN (II) 
einsetzt, in der bedeuten: 
X: OH, H, Alkyl, NH 2 ; 

R: H, gesattigter Alkylrest mit 1 bis 12 C-Atomen, 
verzweigt oder unverzweigt, gegebenenf alls NH 2 - 
substituiert, 

ungesattigte Alkylreste mit einer Doppelbindung 
und 1 bis 12 C-Atomen, verzweigt oder 
unverzweigt, Cycloalkylgruppen mit 3 bis 6 C-- 
Atomen, 

mit Alkylthiogruppen substituierte 

Alkyl enreste, wobei Alkyl hier einem Ci bis C 3 ~ 

Rest 

und Alkyl en einem zweiwertigen C 3 bis C 8 -Rest 

entspricht , 
R^ : H, Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen, 

: ein- oder zweikerniger ungesattigter Ring, mit 6 

bis 12 C-Atomen, gegebenenf alls mit einer oder 
zwei Alkyl gruppen (Ci - C 3 ) , Cl, Br, F. 

Alkylnitrilrest mit 1 bis 6 C-Atomen 
zu den entsprechenden Amiden umsetzt. 



040061 BT 



20 



9) Verfahren gema£ Anspruch 8, dadurch gekennz ei chnet , 
dass man eine Verbindung der allgemeinen Formel ( I ) in 
Gegenwart von Blausaure oder einem Salz der Blausaure 
umsetzt . 

10) Verfahren gemaiS Anspruch 9, dadurch gekennz ei chnet , 
dass man die Umsetzung in Gegenwart einer 

Anf angskonzentration von mehr als 0,5 mol% Cyanid bis 
3 mol% Cyanid, bezogen auf das eingesetzte Nitril, 
durchf xihrt . 

11) Verfahren gemaS einem oder mehr er en der Anspriiche 1 
bis 10, dadurch gekennz ei chnet , dass man als Nitril 2~ 
Amino-4-methylthiobutyronitril einsetzt . 

12) Verfahren gemafe einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 10, dadurch gekennz ei chnet , dass man als Nitril 2- 
Hydroxy-4 -methyl thi obutyr oni tr i 1 eins e t z t , 
gegebenenfalls enthalten in der Reaktionsmischung aus 
der Herstellung dieses Nitrils . 

13) Verfahren gemaiS einem oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 10, dadurch gekennz ei chnet , dass man als Nitril 2- 
Hydroxy-2-methylpropionitril einsetzt . 

14) Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas, hinterlegt 
unter den Nummern DSM 16275 und DSM 16276 

15) Nitrilhydratase, isoliert aus den Stammen der Gattung 
Pseudomonas, hinterlegt unter den Nummern DSM 16275 
und DSM 1627 6. 
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Zus ammenfas s ung 

Die Erfindung betrifft cyanidtolerante Nitrilhydratasen aus 
Pseudomonas putida-Stammen, die eine erhohte Cyanidtoleranz 
aufweisen und ihre Verwendung zur Herstellung von Amiden 
aus Nitrilen in Gegenwart von Cyaniden. 
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Abbildung 1 
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Abbildung 3 
MA113 
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Abbildung 4 
MA31 
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Abbildung 6 
MA113 




